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Creatinin-Sensor 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Biosensoren mit mindestens zwei 
Enzymen zur amperometrischen Bestimmung enzymatisch abbaubarer Stoffe in biologischen 
Flussigkeiten; wobei die Enzyme an einer Arbeitselektrode immobilisiert werden. Die 
Erfindung betrifft weiters einen Biosensor, insbesondere zur Bestimmung von Creatinin. 

Die Bestimmung enzymatisch abbaubarer Stoffe, wie Creatinin, Glucose, etc., mittels 
Sensoren in biologischen Flussigkeiten, zum Beispiel in Blut, Urin, Plasma, Serum und 
Liquor, erfolgt vorzugsweise iiber Biosensoren mit immobilisierten Enzymen. In der Literatur 
sind mehrere elektrochemische und photometrische Verfahren zur Bestimmung dieser Stoffe 
bekannt. 

So kann beispielsweise iiber das Enzym Creatinine Deiminase mit nachfolgender 
Bestimmung des Ammoniumgehalts Creatinin potentiometrisch bestimmt werden. Ein 
anderes Verfahren besteht darin, die Creatininkonzentration iiber eine Enzymkaskade unter 
Verwendung der Enzyme Creatininase, Creatinase und Sarkosinoxidase zu bestimmen, wobei 
letztendlich Wasserstoffperoxid (H2O2) an einer amperometrischen Elektrode gemessen wird. 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung von Biosensoren, die nach dem 
letztgenannten Prinzip arbeiten. Hierzu mussen die Enzyme coimmobilisiert werden, urn die 
Umsetzung von Creatinin in das amperometrisch detektierbare Molekiil Wasserstoffperoxid 
zu ermoglichen. Die Umsetzung von Creatinin zu Wasserstoffperoxid erfolgt nach den 
folgenden Reaktionsschritten: 

Creatinin + H 2 0 — Creatininase -» Creatin 

Creatin + H 2 0 — Creatinase Sarkosin + Harnstoff 

Sarkosin + 0 2 + H 2 0 — Sarkosinoxidase -> Glycin + Formaldehyd + H 2 0 2 

An der amperometrischen Elektrode wird Wasserstoffperoxid anodisch bei -350 mV gegen 
Ag/AgCl oxidiert. Der dabei flieBende Strom ist der Creatininkonzentration proportional. 

H 2 0 2 -350 mV -> 2 Protonen + 2 Elektronen + 0 2 

Der bei der Elektrodenreaktion riickgewonnene Sauerstoff wird zur Oxidation des Sarkosins 
weiterverwendet. 



Im Stand der Technik sind mehrere Arten zur Immobilisierung der drei verwendeten Enzyme 
bekannt. GemaB T. Tsuchida, K. Yoda, Clin. Chem. 29/1, S. 51, 1983, werden alle drei 
Enzyme mit Glutardialdehyd vernetzt. 

Diese Methode der Immobilisierung besitzt jedoch denNachteil, dafi mit einem derartig 
hergestellten Biosensor nur eine geringe Signalhohe erreicht wird, d.h. nur eine geringe 
Stromanderung feststellbar ist, da die derart immobilisierte Sarkosinoxidase fast ihre gesamte 
Aktivitat verliert Eine moglichst grofie Signalhohe ist jedoch speziell bei der 
Creatininbestimmung besonders wichtig, weil die Creatininkonzentration vor allem in Blut 
auBerst niedrig ist (ca. 50 ^M) und zudem die Creatinase nur in sehr geringen spezifischen 
Aktivitaten (max. 20 iu/mg) erhaltlich ist. Weiters weist ein derart immobilisierter Sensor 
hohe Ansprechzeiten auf. 

In der US-A - 5,466,575 ist ein Verfahren beschrieben, bei dem Sarkosinoxidase und 
Creatininase in einem photovernetzbaren Fisch-Gel immobilisiert und anschlieBend mit 
Creatinase in einem filmbildenden Polyvinylacetat-co-vinylalkohol-Latex iiberschichtet 
werden. 

Nachteilig hierbei ist jedoch die aufwendige Photovernetzung, die eine einfache Herstellung 
des Biosensors unmoglich macht. 

Die Erfindung stellt sich die Aufgabe, ein Verfahren der eingangs genannten Art 
bereitzustellen, das die oben genannten Nachteile und Schwierigkeiten iiberwindet. 
Insbesondere soli das erfmdungsgemaBe Verfahren eine einfache Herstellung eines 
Biosensors ermoglichen, mit welchem sowohl kurze Ansprechzeiten als auch groBe 
Signalhohen erzielbar sind. Insbesondere soil die Immobilisierung der Enzyme bei 
Raumtemperatur moglich sein. 

Diese Aufgabe wird erfmdungsgemaB dadurch gelost, daB ein Enzym mit einem oder 
mehreren oberflachenaktiven Stoffen in waBriger Losung auf die Arbeitselektrode 
aufgebracht und trocknen gelassen wird und das zumindest zweite Enzym in einem 
nachfolgenden Schritt darauf chemisch immobilisiert wird. 

Fur die Zwecke der vorliegenden Beschreibung und Patentanspriiche soil der Begriff 
"oberflachenaktive Stoffe" Stoffe, die oberflachenaktive Eigenschaften besitzen, wie 
Detergenzien und Alkohole, beispielsweise Glycerin, umfassen. 



Vorzugsweise werden als oberflachenaktive Stoffe Polyalkohole und/oder Detergenzien, 
bevorzugt nichtionische Tenside, eingesetzt. 

Es wurde festgestellt, daB durch diese Zusatze der gemessene Strom im Vergleich zu 
Biosensoren mit drei gleich immobilisierten Enzymen urn ca. Faktor 40 erhoht wird. 

Das zumindest zweite Enzym wird zweckmaBig durch Cross-linking, kovalente Bindung oder 
MatrixeinschluB immobilisiert. Vorzugsweise wird die Immobilisierung mittels 
Glutardialdehyd bewirkt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird nach der Immobilisierung der Enzyme eine 
Deckmembran aufgebracht. Eine solche Membran, z.B. aus Nafion, PVC-Copolymer oder 
Celluloseaeetat, erhoht vorteilhaft die Linearitat der Sensoren und bewirkt zusatzlich eine 
Reduktion von Interferenzeinflussen. 

Ein erfindungsgemaBer Biosensor, welcher eine Arbeits-, eine Referenz- und eine 
Gegenelektrode aufweist und dessen Enzyme mittels des erfmdungsgemaBen Verfahrens 
immobilisiert wurden, ist dadurch gekennzeichnet, daB die Referenzelektrode eine Ag/AgCl- 
Elektrode ist, die Gegenelektrode eine Kohlenstoffelektrode ist, die Arbeitselektrode aus 
Kohlenstoff, Metall, Metalloxiden oder einer Mischung aus Kohlenstoff und Metall oder 
Metalloxiden besteht und die Elektroden auf einem nicht leitenden Substrat aufgebracht sind. 

Insbesondere ist ein erfindungsgemaBer Biosensor zur Bestimmung von Creatinin dadurch 
gekennzeichnet, daB an der Arbeitselektrode Sarkosinoxidase adsorbiert ist und darauf 
Creatininase und Creatinase immobilisiert sind. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung ist der Biosensor aus zwei Dreielektrodensystemen 
aufgebaut, welches erste Elektrodensystem mit den Enzymen Creatininase, Creatinase und 
Sarkosinoxidase zur Bestimmung der Summe von Creatinin und Creatin und welches zweite 
Elektrodensystem mit den Enzymen Creatinase und Sarkosinoxidase zur Bestimmung von 
Creatin dient, wobei das Ergebnis des zweiten Elektrodensy stems von jenem des ersten zur 
Bestimmung von Creatinin abgezogen wird. 

Vorteilhaft umfaBt der Biosensor ein weiteres Elektrodensystem, welches zur Eliminierung 
von elektrochemischen Interferenzen dient. 

Die Erfindung wird nachstehend durch die folgenden Beispiele weiter veranschaulicht: 



Beispiel 1 

Beispiel 1 zeigt die Verbesserung der Signalhohe durch Erhohung der Sarkosinoxidase- 
Aktivitat bei erfmdungsgemaBem Zusatz von oberflachenaktiven Stoffen im Vergleich zum 
Stand der Technik. 

Sarkosinoxidase wurde gelost in Wasser (Stand der Technik) sowie in Wasser unter Zusatz 
von wasserloslichen, oberflachenaktiven Komponenten (im vorliegenden Fall Glycerin sowie 
drei nichtionische Tenside) auf den amperometrischen Basissensor getropft und bei 
Raumtemperatur trocknen gelassen. Nach erfolgter Polarisation der Elektrode wurde der 
Strom auf 1 mM Sarkosin gemessen. Das Ergebnis der Messung ist in Tabelle 1 angeftihrt. 



Tabelle 1 



Sarkosinoxidase (SOx) 


Zusatz 


Strom auf 1 mM Sarkosin 


54,2 mg SOx in 0,5 ml H 2 0 


keiner 


2nA 


54,2 mg SOx in 0,5 ml H 2 0 


5,0 % Glycerin 


80 nA 


54,2 mg SOx in 0,5 ml H 2 0 


0,5 % Tween 20 


70 nA 


54,2 mg SOx in 0,5 ml H 2 0 


0,5 % Triton X100 


90 nA 


54,2 mg SOx in 0,5 ml H 2 0 


0,5 % Brij 35 


85 nA 



Es zeigte sich, daB der Strom auf 1 mM Sarkosin durch Detergenzien bzw. Glycerin um ca. 
Faktor 40 erhoht werden konnte. 

Diese enorme Stromerhohung wird offenbar dadurch bewirkt, weil das Enzym beim Trocknen 
durch die Zusatze optimal geschutzt wird und weil die oberflachenaktiven Eigenschaften der 
Zusatze zu einem besseren und innigeren Verbund mit der porosen Struktur der 
Wasserstoffperoxidelektrode fiihren. 

Beispiel 2 

Beispiel 2 zeigt die Verbesserung der Signalhohe sowie die Verkurzung der Ansprechzeit 
eines erfindungsgemaBen Biosensors im Vergleich zu einem gemaB Stand der Technik (T. 
Tsuchida) hergestellten Biosensor. 

Es wurden zwei vollstandige Creatininsensoren hergestellt, wobei beim ersten Sensor alle drei 
Enzyme zusammen mit Glutardialdehyd vernetzt wurden und beim zweiten Sensor 
Sarkosinoxidase mit Tween 20 zuerst auf die Basiselektrode aufgebracht wurde und danach 
Creatininase und Creatinase mit Glutardialdehyd darauf immobilisiert wurden. Die 



resultierenden Strome bzw. Ansprechzeiten zur Messung von Creatinin bzw. Sarkosin sind in 
Tabelle 2 angegeben. 



Tabelle 2 



Sarkosinoxidase 


Strom auf 1 mM 
Creatinin 


Strom auf 1 mM 
Sarkosin 


Ansprechzeit (T90) 


In Glutardialdehyd 
(Sensor 1) 


120 nA 


140 nA 


80s 


In Tween 20 
(Sensor 2) 


420 nA 


>500 nA 


10 s 



Es wurde mittels der erfindungsgemaBen Immobilisierung der Enzyme ein urn ein Vielfaches 
hoherer Strom gemessen. Die Ansprechzeit des erfindungsgemaB hergestellten Sensors war 
ebenfalls deutlich kiirzer als jene des im Stand der Technik bekannten Sensors. 

Beispiel 3 

In Beispiel 3 ist die Herstellung eines erfindungsgemaBen Creatinin-Biosensors beschrieben. 

Auf einem elektrisch nicht leitenden Substrat aus Kunststoff oder Keramik werden mittels 
Siebdruckverfahren Ag-Leiterbahnen flir Referenz-, Gegen- und Arbeitselektroden gedruckt. 
Die Referenzelektrode wird zumindest im Sensorbereich aus einer Ag/AgCl-Paste hergestellt. 
Die Gegenelektrode wird im MeBbereich mit einer Schicht Carbonpaste bedruckt. Mit 
derselben Carbonpaste wird die Ag-Leiterbahn der Arbeitselektrode in den MeBbereich 
verlangert. Im MeBbereich der Arbeitselektrode wird eine Mischung aus 5 % Mangandioxid 
in Carbonpaste als Arbeitselektrode gedruckt. Im AnschluB wird das gesamte System mit 
Ausnahme der spater mit Fliissigkeit zu kontaktierenden Elektrodenspots und der dem 
Signalabgriff dienenden Leiterbahnen mehrfach mit einem Isolationslack uberzogen. Danach 
wird die Arbeitselektrode mit Sarkosinoxidase in Tween 20 - Losung aufgetropft und 
trocknen gelassen. Hierauf werden die anderen Enzyme mittels Glutardialdehyd 
immobilisiert. Zur Erhohung der Linearitat und zur Verminderung von storenden Einfliissen 
wird eine Deckmembran aufgebracht. 

Um Creatinin interferenzfrei bestimmen zu konnen, sind zumindest zwei 
Dreielektrodensysteme notig; ein System mit den Enzymen Creatininase, Creatinase und 
Sarkosinoxidase, welches Creatinin und Creatin bestimmt, sowie ein weiteres mit den 
Enzymen Creatinase und Sarkosinoxidase, mit welchem Creatin bestimmt werden kann. Da 



Creatin im Blut als Interferent vorkommt, muB der gemessene Creatinwert vom MeBwert der 
Creatininelektrode abgezogen werden, der sich aus Creatin und Creatinin zusammensetzt. 

Um weitere elektrochemische Interferenzen zu eliminieren, kann ein drittes Elektrodensystem 
mit immobilisierter Sarkosinoxidase allein (Creatin wird durch ein inaktives Protein, z.B. 
Albumin ersetzt) verwendet werden. 



Patentanspriiche: 



1 . Verfahren zur Herstellung von Biosensoren mit mindestens zwei Enzymen zur 
amperometrischen Bestimmung enzymatisch abbaubarer Stoffe, wie Creatinin, in 
biologischen Flussigkeiten, wobei die Enzyme an einer Arbeitselektrode immobilisiert 
werden, dadurch gekennzeichnet, daB ein Enzym mit einem oder mehreren 
oberflachenaktiven Stoffen in waBriger Losung auf die Arbeitselektrode aufgebracht und 
trocknen gelassen wird und das zumindest zweite Enzym in einem nachfolgenden Schritt 
darauf chemisch immobilisiert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als oberflachenaktive Stoffe 
Polyalkohole und/oder Detergenzien, vorzugsweise nichtionische Tenside, eingesetzt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das zumindest zweite 
Enzym durch Cross-linking, kovalente Bindung oder MatrixeinschluB immobilisiert wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB das zumindest zweite 
Enzym mittels Glutardialdehyd immobilisiert wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB nach der 
Immobilisierung eine Deckmembran aufgebracht wird. 

6. Biosensor mit Arbeits-, Referenz- und Gegenelektrode, hergestellt mittels des 
Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Referenzelektrode eine Ag/AgCl-Elektrode und die Gegenelektrode eine 
Kohlenstoffelektrode ist und die Arbeitselektrode aus Kohlenstoff, Metall, Metalloxiden oder 
einer Mischung aus Kohlenstoff und Metall oder Metalloxiden besteht, wobei die Elektroden 
auf einem nicht leitenden Substrat aufgebracht sind. 

7. Biosensor nach Anspruch 6 zur Bestimmung von Creatinin, dadurch gekennzeichnet, 
daB an der Arbeitselektrode Sarkosinoxidase adsorbiert ist und darauf Creatininase und 
Creatinase immobilisiert sind. 

8. Biosensor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB er aus zwei 
Dreielektrodensystemen aufgebaut ist, welches erste Elektrodensystem mit den Enzymen 
Creatininase, Creatinase und Sarkosinoxidase zur Bestimmung der Summe von Creatinin und 
Creatin und welches zweite Elektrodensystem mit den Enzymen Creatinase und 



Sarkosinoxidase zur Bestimmung von Creatin dient, wobei die beiden Ergebnisse zur 
Bestimmung von Creatinin subtrahiert werden. 

9. Biosensor nach Anspruch 8, welcher ein weiteres Elektrodensystem umfaBt, das 
Eliminierung von elektrochemischen Interferenzen dient. 



Zusammenfassung: 
Creatinin-Sensor 

Bei einem Verfahren zur Herstellung von Biosensoren mit mindestens zwei Enzymen zur 
amperometrischen Bestimmung enzymatisch abbaubarer Stoffe, wie Creatinin, in 
biologischen Fliissigkeiten, wobei die Enzyme an einer Arbeitselektrode immobilisiert 
werden, wird ein Enzym mit einem oder mehreren oberflachenaktiven Stoffen in waflriger 
Losung auf die Arbeitselektrode aufgebracht und trocknen gelassen und wird das zumindest 
zweite Enzym in einem nachfolgenden Schritt darauf chemisch immobilisiert, woraus kurzere 
Ansprechzeiten und groBere Signalhohen fur den Biosensor resultieren. 



